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Resumo

Arah 1 é uma proteina que provoca reagdes alérgicas em individuos hipersensiveis e que pertence aum
leque de proteinas alérgicas do amendoim. As alergias alimentares tém vindo a ser alvo de estudo, pelo
facto de estas terem vindo a aumentar, inclusive a alergia ao amendoim. Os diagndsticos séo realizados
atraves de testes da picada, controlados em ambientes que sejam capazes de responder a uma eventual
reacao aguda.

O conhecimento precoce da hipersensibilidade a Ara h 1 torna-se um ponto crucial para melhorias na
qualidade de vida de qualquer pessoa, para isso é essencial 0 conhecimento da existéncia, mesmo em
condicBes vestigiais, desta em produtos alimentares. Neste contexto, na UE encontra-se em vigor
legislacdo que exige que informacdo acerca de uma lista prioritaria de ingredientes alérgicos seja
indicada no rotulo de alimentos pré-embalados, isolados e preparados. No entanto, esta legislagéo so se
foca na indicacdo de ingredientes e ndo na quantidade dos mesmos no alimento. Isto tem levado a
adocdo de indicagdes preventivas como “pode conter vestigios de...” por parte da industria. Estas
indicacOes restringem desnecessariamente a dieta de consumidores alérgicos, podendo levar a atitudes
de risco que conduzem a exposic¢ao aos alergénios. Assim, tanto para consumidores alérgicos como para
a industria alimentar e as entidades reguladoras, informagfes acerca da presenca e a quantidade de
alergénios nos alimentos levara a condi¢Ges mais seguras e lucrativas. Isto exige o desenvolvimento de
métodos para a detecdo de quantidades vestigiais de alergénios em alimentos. Assim, neste trabalho foi
desenvolvido um sensor eletroquimico seletivo para Ara h 1.

Devido ao seu baixo custo, facilidade de preparacdo, portabilidade e sensibilidade, 0s sensores
eletroquimicos apresentam-se como uma boa solucdo para a detecdo rapida de alergénios.
Recentemente a combinacdo da tecnologia de polimeros molecularmente impressos (MIPs), com as
técnicas eletroquimicas tem permitido a preparacao de sensores de alta seletividade.

Neste trabalho foram utilizados elétrodos (screen-printed) de carbono descartaveis para a preparacéo
de um sensor molecularmente impresso seletivo para a Ara h 1. A preparacéo do MIP foi realizada por
eletropolimerizacdo, recorrendo a voltametria ciclica (CV), diretamente na superficie do elétrodo de
trabalho, um monomero funcional, o pirrol, e a Ara h 1. Foram otimizadas varias condi¢Oes de
polimerizacdo, tais como, concentragdo de pirrol, concentracdo de Ara h 1, nimero de ciclos de
polimerizacdo, condi¢Ges de extracao e realizou-se uma caracterizagdo do sensor por voltametria ciclica.

O sensor mostrou uma resposta linear entre as concentragdes de Ara h 1 entre 2 e 10 ng/mL.

Palavras-chave: Alergias Alimentares; Alergénio; Sensor Eletroquimico; Ara h 1;
Polimero Molecularmente Impresso.
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Abstract

Ara h 1 is a protein that causes allergic reactions in hypersensitive individuals and belongs to
a range of allergic proteins from peanut. Food allergies have been the subject of study, because
they have been increasing, including allergy to peanut. The diagnoses are carried out by sting
testing, in controlled environments that can respond to an eventual acute reaction.

The early knowledge of Ara h 1 hypersensitivity becomes a crucial point to improve the quality
of life of any person. Therefore, it is essential to know the presence, even in trace amounts, of
this allergen in food products. In this context, in EU legislation is in place that requires
information on a priority list of allergic ingredients to be indicated on the label of pre-packaged,
isolated and prepared foods. However, this legislation only focuses on the indication of
ingredients and not on the quantity of these ingredients in the food. This has led to the adoption
of preventive indications such as “may contain traces of...” by the industry. These indications
unnecessarily restrict the diet of allergic consumers, which may lead to risky attitudes leading
to exposure to allergens. Thus, for both allergic consumers and for the food industry and
regulatory authorities, information on the presence and amount of allergens in food will lead
to safer and more profitable conditions. This requires the development of methods that can
detect trace amounts of allergens in food products. Thus, in this work a selective
electrochemical sensor was developed for the analysis of Ara h 1.

Due to their low cost, ease of preparation, portability and sensitivity, electrochemical sensors
are good solution for the rapid detection of allergens. Recently, the combination of
molecularly- imprinted polymers (MIPs) with electrochemical techniques has allowed the
development of highly selective sensors.

In this work, disposable screen-printed carbon electrodes were used to prepare a molecularly
imprinted sensor for Ara h 1. The preparation of the MIP was carried out by
electropolymerization, using cyclic voltammetry (CV), directly on the surface of the working
electrode, using as a solution containing pyrrole and Ara h 1. Various polymerization
conditions were optimized, such as the concentration of pyrrole and Ara h 1, the number of
polymerization cycles and the extraction conditions. The sensor was characterized by cyclic

voltammetry and showed a linear response between 2 and 10 ng/mL

Key-words: Food Allergies; Allergen; Electrochemical Sensor; Ara h 1; Molecularly

Printed Polymer.
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1 Introducéo

Alergias alimentares sdao um problema de saude publica que representam uma medida
clinica urgente [1]. Estudos estimam que cerca de 1% da populacdo portuguesa seja afetada
por esta condicdo de salde, e que cerca de 8,5% se apresenta em idade peditrica [2]. Ou seja,
neste momento encontramo-nos com um problema de saude publica, sem cura, apenas com
tratamento, que tem de ser rapido e eficaz. Nem sempre pode ser facil, principalmente para
criangas em que os seus cuidadores tém de transportar por seguranga um injetavel de epinefrina
em caso de uma resposta anafilatica [3]. Entre 2007 e 2017 a Sociedade Portuguesa de
Alergologia e Imunologia Clinica, recolheu dados relativos a episodios de anafilaxia, expondo
num artigo os resultados obtidos. Num estudo [4], através da etiologia dos episodios de
anafilaxia e com discriminacdo de faixa etaria inferior a 18 anos e faixa etaria superior a 18
anos, a anafilaxia induzida por alimentos na primeira teve uma incidéncia de 77,1% (em 533
amostras) e na segunda 35,8% (em 1250 amostras). As principais causas foram: marisco, frutas
frescas, leite, frutos secos, peixe, ovos, amendoins, sementes, cerais, carnes entre outros. Os
amendoins (Arachis hypoganea L.) sdo consumidos amplamente em paises Ocidentais, Asia e
Africa [5]. Estas espécies contém 6 alergénios desde a Ara h 1 até Ara h 13.

Num estudo [6], foi verificado que a Ara h 2 e Ara h 6 apresentam uma bio
acessibilidade na boca, podendo ser o fator que explique a sua alta taxa de alergenicidade. Em
Portugal existe um grande consumo de amendoins, ndo s6 a nivel social como a nivel
desportivo, porque este pode ser um recurso de proteina bastante econémico e acessivel para
qualquer pessoa.

Ha varios produtos que podem conter vestigios de amendoim e outros em que a sua
constituicdo é quase apenas a base deste alimento. A manteiga de amendoim é um exemplo de
preparado usado frequentemente na alimentacdo de individuos. A grande questdo relacionado
com a presenca de amendoim n&o é colocada para produtos dos quais se sabe que 0 amendoim
estd presente, mas para produtos em que se indica que podem conter vestigios ou que nem
apresentem no seu quadro nutricional a presencga do alimento, podendo levar a que qualquer
individuo possa a vir ter uma reacdo anafilatica e um possivel morte caso ndo seja devidamente
tratado.

Assim sendo o foco principal deste trabalho foi o desenvolvimento dum sensor
molecularmente impresso para a detecdo de quantidades vestigiais do agente alergénio Ara h
1.



1.1 Enquadramento

Este projeto foi desenvolvido com o intuito de encontrar uma nova forma de detecao
de alergénios que sejam do interesse para a comunidade cientifica e para a populacdo em geral.
Este projeto foi proposto e realizado no &mbito da unidade curricular Projeto/Estagio (PESTF)
do Mestrado de Engenharia de Computacdo e Instrumentacdo Médica (MECIM) do
Departamento de Fisica (DFI) do Instituto Superior de Engenharia do Porto.

Este projeto, que decorreu no ultimo ano de mestrado e apesar das interrupcdes devidas
ao novo virus SARS-CoV-2, foi elaborado no laboratério de eletroquimica do Grupo de Reacéo
e Analises Quimicas (GRAQ).

Durante este processo existiu um acompanhamento permanente do professor Hendrikus
Nouws e do investigador Jodo Pacheco.

Este trabalho foi elaborado tem por base um projeto com financiamento da Fundacao
para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) denominado TracAllerSens - Sensores eletroquimicos
para a detecdo e quantificacdo de vestigios de alergénios em produtos alimentares, da
responsabilidade do professor Hendrikus Nouws.

1.2 Objetivos

O objetivo deste projeto foi o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a
detecdo seletiva do Ara hl. Para este fim recorreu-se a impressdo molecular, elétrodos
descartaveis e técnicas de voltamétricas para a quantificacdo do alergénio
1.3 Motivagao

Este projeto acaba por ser muito interessante ja que através de desenvolvimentos
simples conseguiu-se perceber se uma determinada amostra possui a proteina alergénica. Esta
andlise pode ndo ser significante para grande parte da populacdo, mas para quem tem
sensibilidade hiper alérgica é essencial.

Futuramente este tipo de sensores devia ser portatil para que qualquer pessoa possa
analisar e eventualmente se proteger de eventuais crises anafilaticas, pelo facto destas Gltimas
poderem levar a morte de alguém.

1.4 Grupo de Reacéo e Analises Quimicas (GRAQ)

O Grupo de Reacdo e Analises Quimicas de sigla GRAQ, consiste em uma equipa de
investigadores que se dedicam & investigagdo na area da Engenharia Quimica e da Quimica
Verde. Desde janeiro de 1999 que o GRAQ promove a inovacdo contribuindo para a criagéo,
divulgacéo e aplicagdo do conhecimento.

Em novembro de 2001 o GRAQ passou a pertencer ao Laboratorio Associado para a
Quimica Verde (LAQV) da Rede de Quimica e Tecnologia (REQUIMTE).



O REQUIMTE foi criado para ser uma organizacao sem fins lucrativos em janeiro de
2003, em parceria com as universidades do Porto e Lisboa, abrangendo vérias areas, como a
Quimica, Bioquimica, Farmacologia e Tecnologia de Alimentos.
1.5 Organizacdo do Relatorio

O presente relatorio € dividido em 5 sec¢des, a primeira consiste de uma introducao, na
segunda sdo abordados os fundamentos tedricos sobre o trabalho, na terceira parte sdo
apresentados os materiais e métodos utlizados, a discussao dos resultados obtidos é incluida no
quarto capitulo e por ultimo, na quinta seccdo apresenta-se a conclusdo e propostas para

trabalhos futuros.






2 Fundamentos Teoricos

Nesta seccdo da dissertacdo, ird ser apresentado um conjunto de termos e as suas
defini¢Bes, como também fundamentos tedricos essenciais para a percetibilidade do tema que
se elaborou, comegando por se falar nas alergias, depois de forma mais especifica em alergias

alimentares e todos 0s seus componentes envolventes

2.1 Alergias.

No mundo atual e com o avanco tecnoldgico, a area da salde procura a compreensao
de novas doencas e assim o tipo de tratamentos a que devem ser submetidos 0s pacientes.
Porém em pleno séc. XXI apesar do conhecimento que ja existe ainda ha doencgas sem cura.

De acordo com a Academia Europeia de Alergologia e Imunologia Clinica (EAACI) o
termo alergia é descrito como uma reacdo de hipersensibilidade iniciada por mecanismos
imunoldgicos especificos [7]. Sendo a hipersensibilidade relatada como o termo que se usa
para descrever 0s sintomas ou sinais que sdo iniciados por estimulos [7]. Na realidade, o termo
alergia so faz sentido quando o individuo demonstra hipersensibilidade acima da dose tolerada
comparada a individuos dito saudaveis, na qual o seu sistema imunol6gico ndo reage de forma
exagerada. Assim, “define-se como alergia a hipersensibilidade do organismo a algo ingerido,
inalado ou simplesmente tocado” [8]. Existem um leque de doengas como asma alérgica, rinite
alérgica, conjuntivite alérgica, dermatite, urticaria, hipersensibilidade alimentar,
hipersensibilidade a drogas, picada de insetos ou hipersensibilidade a picada e anafilaxia [7].

Os gatilhos das alergias sao intitulados de alergénios e geralmente sdo proteinas [8].
Neste caso de estudo, a hipersensibilidade alimentar é o foco principal. O termo mais
apropriado quando os anticorpos IgE estdo envolvidos é o de alergia alimentar. Numa analise
ao soro sanguineo, pode-se verificar a presenca de pelo menos dois tipos de anticorpos os IgE
e 1gG. Estes ultimos, ndo tem importancia clinica, mas quando presentes no soro, informam ja
uma prévia exposicdo do corpo ao agente alergénico.

Em Portugal, existe uma sociedade médica dedicada ao relato e estudo de alergias, a
Sociedade Portuguesa de Alergologia e Imunologia Clinica. Esta publica revistas anuais, de

forma a mostrar avangos dos estudos na area da alergologia.



“A anafilaxia ¢ uma emergéncia médica por exceléncia tratando-se de uma reacao e
hipersensibilidade sistémica grave e potencialmente fatal” [4], esta reacdo de
hipersensibilidade é a resposta a uma reacdo alérgica. Gaspar A. Et al. [4], elaboraram
esquemas de etiologia dos episddios de anafilaxia em Portugal durante 10 anos (2007-2017)
(Figura 1. Através de uma andlise da Figura 1, a anafilaxia por alimentos é em idade pediatrica,
ou seja, menores de 18 anos, bastante elevada, sendo um dos motivos mais preocupantes, tanto
para médicos, investigadores e populacdo geral. Contudo, em fase adulta a anafilaxia induzida
por alimentos é bastante inferior. Também se pode observar que os seres humanos, em qualquer
fase das suas vidas, podem tornar-se intolerantes a determinados compostos sejam eles

alimentares, farmacologicos ou entre outro dos referidos na Figura 1.

Eticlogia da anafilaxia Total de doentes = |8 anos = |8 anos
g n=1783 (%) n=533 (%) n=1250 (%)
. . . 859 411 448
Anafilaxia induzida por alimentos (48,2%) (77,1%) (35,8%)
. . . 659 57 602
Anafilaxia induzida por fairmacos (36,9%) (10,7%) (48,2%)
- . . 132 24 108
Anafilaxia por picada de insetos (7,4%) (4,5%) (8,6%)
Anafilaxia induzida pelo exercicio 45 12 33
(dependente de alimentos — 44) (2,5%) (2,3%) (2,6%)
. . . 41 6 35
Anafilaxia induzida pelo latex (2,3%) (1,1%) (28%)
. . . 40 21 19
Anafilaxia induzida pelo frio (2,2%) (3,9%) (1,5%)
e e 36 5 31
Anafilaxia idiopatica (2,0%) (0.9%) (2.5%)
Qutras causas = 3 4
(imunoterapia especifica — 4; epitélio de cavalo — 2; o o o
Anisakis simplex — 1) (0,4%) (0.6%) (0,3%)

Figura 1-Etiologia dos episodios de anafilaxia [4]




Em muitos individuos a anafilaxia possui um mecanismo imunoldgico subjacente bem
definido, geralmente envolvendo IgE, recetores FceRI, mastdcitos, basofilos e libertacdo de
citocinas, quimiocinas e mediadores quimicos de inflamag&o, como histamina e triptase [9].
No esquema da Figura 2 estdo apresentados os mecanismos relacionados a anafilaxia humana,
em que esta pode ser mediada pelo sistema imunol6gico ou pode ocorrer por via ndo imune
dos mastdcitos, a anafilaxia idiopatica, considerada como um diagnostico de excluséo e revela

ser uma forma de elucidar melhor os mecanismos fisiopatoldgicos.

Anafilaxia Humana

Imunoldgica 4 Nao Imunolégica
Idiopatica
, i <
B
Fisica Outros

IgE, FceRI Outros Exercicio, drogas
Alimentos, veneno. Produtos frio
latex, drogas sanguineos,

agregacoes

imunoldgica

s, drogas

Figura 2- Mecanismos subjacentes a anafilaxia humana. Traduzido de [9]

Em 2018, o Grupo de Interesse de “Anafilaxia e Doencas Imuno alérgicas Fatais”
(GANDALF) da SPAIC apresentou um trabalho elaborado para melhorar o conhecimento e a
forma de abordagem em relacéo a anafilaxia e as suas consequéncias. Assim, foi apresentado
um poster na Revista Acta Médica em fevereiro de 2018. “Relativamente ao diagnéstico da
anafilaxia, que € exclusivamente clinico, optou-se por usar imagens para ilustrar os trés
cenarios em que deve ser considerado. Estas imagens inspiradas e produzidas pela World
Allergy Organization” [10]. O poster esta apresentado na Figura 3, ilustrando os sintomas e

tratamentos.
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VIGIAR pelo menos 8 a 24 horas

(de acordo com gravidade do quadro)

Figura 3- Poster de “Anafilaxia: Diagnéstico e Tratamento” do Grupo de Interesse de “Anafilaxia e Doengas Imunoalérgicas Fatais” (GANDALF) da Sociedade Portuguesa de Alergologia
e Imunologia Clinica (SPAIC), retirado de [10]



Este ndo é so essencial para quem tem problemas de satde que envolvam alergias, mas
também para quem os rodeiam, ou seja 0s cuidadores, assim todos ficam informados para um
eventual episodio de anafilaxia podendo evitar a morte de quem ¢é hipersensivel.

Pela anélise da Figura 3, o poster demonstra 3 etapas de diagnostico sobre reagdes
sistémicas graves, 0s sintomas relacionados na pele como a urticaria e a dificuldade respiratoria
sd0 0s mais Vvisiveis e 0s que aparecem logo apos a ingestdo de algum agente alergénico. No
lado direito do poster da Figura 3, esta presente duas fases de tratamento que sdo aplicadas em
meio hospitalar.

2.2 Alergias Alimentares

As alergias alimentares, ou AA, sao caracterizadas por abranger uma ampla variedade
de condicBes clinicas que envolvam quebras na tolerancia clinica e imunoldgica contra os
alimentos que sdo ingeridos [11]. Estas alergias sdo definidas como respostas adversas as
proteinas alimentares [12]. Podem deste modo, provocar um leque variado de conjunturas
clinicas diversificadas, possibilitadas por condi¢cGes mediadas por IgE e ndo mediadas por IgE
[13]. Em 2017, a EAACI, reportou sobre as previsdes primarias e secundarias para prevenir
doencas alérgicas onde as mais pronunciadas como principais topicos foram: alergias
alimentares, rinite e asma [3,14].

“A alergia alimentar constitui um espectro de entidades clinicas cuja prevaléncia tem
vindo a aumentar por razdes que permanecem pouco esclarecidas” [15].

Desde que se comecou a perceber quais os agentes alérgicos as investigacdes
comecaram a focar-se tanto em terapias e no entendimento das bases imunoldgicas das AA
como na identificacdo de fatores externos, por exemplo o ambiente, que possam influenciar os
novos estudos tais como 0s imuno-terapéuticos, nutricionais e a sabedoria microbiana de forma
a atingir conhecimento sobre intolerancias alimentares [16]. Existem ja algumas teorias que
tém vindo a ser discutidas devido ao aumento das AA como o caso na deficiéncia de vitamina
D, 0 uso excessivo de antibidticos e 0 ndo consumo de alimentos alergénios nos primeiros 7
anos de vida, podendo fazer com que haja um aumento de intolerancias em idade mais elevada
[17]. De facto, ha médicos e investigadores que defendem que determinados alimentos, como
por exemplo os amendoins, devem ser incrementados na dieta mesmo em idade pediatrica [3].

AA ndo sdo intolerancias alimentares alias sdo 0 oposto a estas Gltimas. Intolerancia,
seja qual for, é definida como reacdo ndo imune, que exclui mecanismos metabélicos, toxicos,
farmacoldgicos e indefinidos [18]. Por isso, ndo € correto dizer que alergia alimentar é uma
intolerancia, porque AA ndo sdo doengas, mas um conjunto de desordens clinico-patologicas
[12].
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N&o é novidade que as AA podem comprometer a vida de uma pessoa, porém estas
podem acabar de forma dramatica com a mesma. E referido num estudo [8], que as AA podem
resultar numa consideravel mortalidade, comprometimento da qualidade de vida e um aumento
de gastos com a saude. S&o geralmente apresentadas como parte de uma constelacdo de doengas
alérgicas, conhecidas como marcha atépica ou alérgica [19]. Inicialmente nos primeiros anos
de vida, ou seja, em idade pediatrica, pode aparecer a dermatite atdpica seguida por alergias
alimentares cingidas entre os 2 e 5 anos. E para ndo terminar a “marcha”, em idade escolar, a
partir dos 6 anos, aparecem os sintomas de asma e rinite alérgica.

Na realidade, AA sdo uma reacdo adversa a um antigénio, caracterizando-se como
alergenios alimentares [20]. Num panorama geral acontece que 0 corpo reage a determinadas
substancias nocivas presentes em certos alimentos, provocando assim, uma reagdo imune a
pessoas que ndo sejam indcuas a esse tipo de antigénios [21]. Em termos cientificos diz-se que,
o sistema imunoldgico de individuos ndo alérgicos, ou saudaveis, ou tolerantes a imunidade,
sdo capazes de discriminar os antigénios patogénicos, sendo capazes de ndo responder a
antigénios alimentares [20], que de uma maneira ou de outra irdo destabilizar a satde do
individuo.

Em Portugal as AA sdo um fendmeno que afeta cerca de um terco da populacdo, em
que 8,5% sdo de idade pediatrica e ao longo dos Ultimos anos verificou-se que tém vindo a
crescer de forma exponencial. As alergias alimentares afetam a vida e limitam as pessoas nas
suas escolhas. Um individuo é suscetivel a ficar intolerante em qualquer idade, sendo que oito
alimentos causam as principais reacdes alérgicas, sendo: leite, ovos, amendoins, nozes, soja,
trigo, peixe e marisco [19].

Dentro das doengas associadas a AA imuno-mediada estdo: urticaria aguda ou
angioedema, sindrome de alergia oral, dermatite atopica, doenca gastrointestinal eosinofilica,
dermatite alérgica de contacto e sindrome de enteropatia ou enterocolite induzida por proteinas
alimentares [12]. E de notar que quando se fala de alimentacdo e AA, estas acabam por ser
desvalorizadas, porque “sabe-se que a asma pode ser grave, mas a alergia alimentar ndo é
valorizada como causa de quadros muitos aflitivos” [8], mas mesmo em doses reduzidas
conseguem ser fatais. Um dos casos mais graves registados pelas respostas dessas alergias, séo
os choques anafilaticos, que por muitas vezes devido a ingestdo involuntaria ou desconhecida
de um determinado ingrediente se podem suceder. “A anafilaxia ¢ uma reacdo alérgica
sistematica (por todo corpo) muito rapida que implica sintomas como hipotenséo arterial,

taquicardia, desmaio e até inchaco na zona interna da garganta, com risco de asfixia” [2]. Os
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portadores destas condi¢Bes tém de transportar consigo uma inje¢é@o de adrenalina para poder

administrar em situacdes de urgéncia.

AA podem ser englobadas em duas categorias: IgE-mediada e IgE ndo-mediada, como

apresentado na Figura 4.

Reacdes Alimentares Adversas

Mediagao Imunolégica

(Alergia Alimentar e Doenca Celiaca)

[

Mediagdo IgE Mediagdo
(ex, urticaria misfa (IgE e
aguda e néo IgE)
sindrome de (ex, dermatite
alergia oral) atépica, EGID)

Mediagdo ndo-
IgE

(ex, enteropatia
induzida por
proteina
alimentar, FPIES,
doenca celiaca)

Mediagéo
Celular
(ex, dermatite
alérgica de
contacto)

Mediagao nao imunoloégica

(Principalmente intolerancias

alimentares)

Metabdlica

(ex, intolerancia a
lactose)

Farmacoldgica
(ex, cafeina)

Toxico
(ex, toxina de
peixe cromoide)

'\ﬁ

Outros

(ex, sulfitos,
aditivos

Figura 4- Classificacdo das reacOes alimentares em relacdo a sua media¢do. Adaptado de [12]

As reacOes mediadas por IgE ou reagdes mediadas pelo anticorpo IgE, séo reacdes de

resposta rapida que normalmente desenvolve sintomas clinicos em poucos minutos a algumas

horas apos a ingestdo. A doenca ndo mediada por IgE é habitualmente crénica que, por

conseguinte, é mais dificil de controlar.

2.3 Imunoglobulina E

IgE trabalha de forma a mediar reacdes do tipo | de hipersensibilidade em que a sua

principal consequéncia é a anafilaxia sistémica e localizada [22]. A capacidade de um fator

circulante de transferir hipersensibilidade imediata especifica a alergénios foi reconhecida no

inico do seculo XX e nos dias de hoje renomeada de IgE, esta é capaz de passar a resposta

através de um teste cutaneo de um sujeito sensibilizado a um hospedeiro ingénuo no ensaio da

anafilaxia cutanea passiva [23]. IgE apresenta na sua constituicdo propriedades unicas entre 0s
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isdtopos de imunoglobulina, que acarreta consequéncias. Uma delas € a resposta tdo rapida que
pode conduzir a um processo de anafilaxia fatal, e outra € quando atua como um amplificador
imunoldgico na presenca de pequenas quantidades de moléculas de IgE.

IgE é um is6topo que, em individuos saudaveis, se apresenta por baixas concentraces
na circulacdo sanguinea, valores aproximados de 50-200 ng/ml, e exibem menor semivida
sérica de todas as imunoglobulinas [24]. Este valor ndo é observado em doentes que sofram de
doengas alérgicas [25].

Quando h& uma perda de integridade entre componentes imunes que asseguram um
estado de tolerancia, ocorre AA mediada pelo anticorpo, IgE., em que a tolerancia oral aos
alimentos é caracterizada pelo cruzamento do antigénio alimentar através de uma barreira
mucosa, processado pelas células dendriticas em um estado inativo e a indugdo de citocinas
supressoras, como a interleucina 10 [12]. A diferenciacdo das células T indiferenciadas em
células T reguladoras e a supressdo da Th2 (células especificas dos antigénios alimentares) e
supressdo imunoldgica dos eosindfilos, basofilos e mastdcitos, leva ao aparecimento dos
sintomas aquando a tolerancia alimentar decresce.

A descoberta do anticorpo IgE, teve grande importancia para a quantificagdo de IgE
especifica de um alergenio que é um dos principais critérios de diagndéstico e a descoberta do
anticorpo anti-lgE omalizumab, que esta aprovado para tratamentos de asma alérgica
persistente moderada a grave, mas também é aplicada a outras doengas alérgicas [25].

Existem dois formatos dos anticorpos IgE, umas dessas formas é ligada a membrana
ou, mlIgE, que é expressada pelas células B que sdo submetidas para a classe de IgE, e a outra
forma é uma secrecédo produzida pelas células B no plasma. mIgE serve como recetor de células
B envolvidas na captacdo e demonstragdo de antigénios [25], e em combinagdo com sinais co
estimuladores também é possivel a proliferacdo e diferenciacdo das células B.

Na Figura 5 pode-se observar estes dois meios de producéo, a sinalizacdo membranar
é realizada por CD79, que apresenta um imuno-recetor de tirosina, ITAM, do qual é o motivo
da ativagéo.

Contudo € necessario haver uma sensibilidade ao IgE especifico de um alimento, este
pode ser um precursor de uma AA. A detecdo deste tipo de anticorpos para alergénios no soro
é usada a nivel clinico para confirmar a tal sensibilidade a um alergénio especifico, ndo s6 a

alimentos como a diversos agentes alergénicos.
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Membrana IgE lgE secretado

],
s,
Dominio da L

Imunoglobulina

IgE B cell

IgE plasma cell

Figura 5-Producéo de IgE, que é realizada de duas maneiras. Adaptado e traduzido de [22]

Quanto aos recetores de IgE, ha o conhecimento de dois com diferentes afinidades. O
recetor que apresenta mais afinidade com IgE é relatado como FCeRI, pelo contrério o que tem
menos afinidade é o FceRI1I ou também conhecido como CD23 [22]. A IgE é produzida através
de vidas centrais extra foliculares. Estudos que se tem debrucado sobre a producdo e a
regulacao in vitro de IgE nos ultimos tempos, tém ganho grande peso na comunidade cientifica.

2.3.1 Manifestagdes Clinicas da Imunoglobulina E (IgE)

As manifestacGes clinicas das AA podem resultar de uma lesdo imunoldgica mediada
por interacdo de antigénios alimentares associados ao tecido linfatico especifico da mucosa do
6rgdo alvo. Normalmente os sintomas sdo rapidos e evoluem de forma exponencial, num
panorama que pode acabar na morte do paciente. Os sintomas envolvem quase todos os 6rgaos
do sistema humano, desde a pele, ao trato respiratorio, gastrointestinal, cardiovascular e
sistemas neurolégicos [26,27].

No sistema gastrointestinal a hipersensibilidade é imediata desenvolvendo-se de poucos
minutos a duas horas aguando a exposicdo ao alergénio alimentar que, clinicamente,
apresentam nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia. No sistema tegumentar, ou seja, na
pele os sintomas podem permanecer durante dias e sdo generalizados e mostram um padréo
migratorio. No sistema bronquial o principal sintoma é a asma, porém broncoespasmo,

sibilancia e hipersecrecao de muco podem provocar episodios de anafilaxia.
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A Tabela 1, que foi retirada de [12], relata os sintomas nas suas trés categorias: leves,

moderados e severos. Estes sintomas sdo manifestacdes clinicas a mediacdo da imunoglobulina

E, que estéo relacionados com sistemas acima referidos.

Sistema de

Orgéos Sintomas

Leves

Moderados

Severos

Pele Erupcdo Cutdnea

Eritema fraco

Eritma

Eritema marcado generalizado
(mais de 50 % da superficie corporal)

Urticaria/angioedema

<3 areas de colmeias/
Edema de meio labio

Mais de 3 dreas de colmeias;
edema labial ou facial significativo

Inchago generalizado de cara/labios/olhos

| Prurido |

Comichdo ocasional |

Comichdo continua

| Comichdo continuajescoriacies

Vias agras superiores|Espirros

Espirmos ocasionais

Esfregar intermitente os olhos e nariz;
espirrar frequentemente

Esfregar continuamente do nariz e olhos;
rinomeia presistente

Vias agreas inferiores|Chiar

Sibilos expiratotios

Chiado inspiratério e
expiratorio

Uso de mosculos acessdrios; chiado audivel
no peito; aumento do trabalho respiratorio

Manifestacio Laringeal

Episodios de pigarro ou tosse;
aperto persistente na garganta

Rouquidao, tosse frequente

Estridor

Sistema

Gastrointestinal Sintomas subjetivos

Mawseas ou Dor abdominal
leve

Dor abdominal moderada com a
atividade

Mais de 3 episddios de emese ou
diarreia

Cardiovascular/
MNeurologico

Fragueza subjetiva; tontura;
taquicardia

Cuebra de pressio sanguinea;
mudanga significativa do
estado mental (ansiedade, confuséo)

Colapso cardiovascular grave; inconsiéncia

Cutros |

Perda do controlo da bexiga

|Dor péivica

Tabela 1-Relato dos sintomas em trés categorias. Adaptado de [12]

24 Arahl

Amendoins, apesar de todos os seus beneficios nutricionais, contém treze proteinas, de

Ara h 1 a Ara h 13, que sdo classificados como alergénios. Ara h 1, dentro das treze

identificadas, € a mais reconhecida entre os pacientes hipersensiveis, mais de 90% dos

pacientes com AA reagem a ingestao desta proteina.

Ara h 1 pertence a familia dos vicilinos, uma proteina de armazenamento. E uma

glicoproteina de massa molecular de 65 kDa, com um ponto isoelétrico de 4.55, contém um

grupo sulfidrica livre na molécula e esta apresentada nos amendoins como um trimero [28], e

ainda é responsavel por 12% a 16% da proteina total nos grdos de amendoins. Vinte e trés

epitopos lineares de IgE estdo identificados, no entanto os epitopos de ligacdo a IgE sédo

resistentes a degradacéo pela pepsina [29]. Embora os epitopos estejam distribuidos ao longo

da sequéncia proteica, a maioria esta localizada em duas areas que constituem a regido

sobreposta entre mondmeros [30]. Este alergénio apresenta uma forma homotrimérica em

baixas concentragdes e esta relacionada com a sua alergenicidade [31]. A forma mais estavel

do trimero da Ara h 1 deve-se a uma interacdo hidrofobica entre monomeros, notando que as

suas interacdes cooperativas envolvem ligacdes idnicas [32].
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O amendoim pode ser encontrado em preparados alimentares, como ingredientes de
diferentes maneiras, como crus, em manteigas, em 0leos, ou ainda ser adicionado apds ser
submetido a processos de torrefacdo, fritura ou ebulicdo [32]. Ara h 1 é termoestavel e
desnatura irreversivelmente a temperaturas superiores a 80°C, porém a torrefacdo, processo
realizado a mais de 140°C parece aumentar a capacidade de ligacdo de IgE a Arah 1 [33]. Num
estudo [34], foi mostrado que Ara h 1 fervida formava complexos agregados e ramificados que
possuem capacidade de ligagdo a IgE muito reduzida. Verificaram ainda que houve um
decréscimo na consequéncia da libertagdo de histamina, ndo muito acentuado, o que foi de
interrogar, pois como a ligacdo de IgE diminui e pode refletir os provaveis epitopos multiplos
de IgE presentes nos agregados, que podem ser mais eficientes para a reticulacdo da IgE ligada
a superficie [34]. A ebulicdo dos amendoins pode ainda reduzir a sua alergenicidade de Ara h
1, diferente da torrefagéo.

Ainda ndo ha um grande conhecimento de como se pode reduzir a alergenicidade das
proteinas, sendo um tema bastante estudado, ndo existindo ha uma linha bem definida de como
se pode reduzir a toxidade destas.

2.5 Sensores Quimicos

Um sensor, descrito de forma rapida, é um dispositivo que produz um sinal mensuravel
como resposta a um estimulo de duas naturezas diferentes, quimica e fisica. De acordo com a
IUPAC em 1991, os sensores quimicos sdo dispositivos que transformam a informacéo quimica,
desde a concentracdo de um constituinte especifico de uma amostra até a analise da composicao
total, num sinal analitico util. Por outro lado, um sensor fisico fornece informacdes sobre
propriedades fisicas de um sistema, como por exemplo a temperatura. [35,36]

Um sensor quimico é um componente essencial de um analisador, porém este pode
conter elementos que executem tarefas como: amostragem, transporte de amostra,
processamento de sinal e processamento de dados. As abordagens convencionais para sensores
quimicos costumam fazer uso de um design “chave e fecho”, em que um recetor especifico ¢
sintetizado para ligar forte e altamente de forma seleta o analito de interesse [37].

Biossensores e sensores quimicos tém atraido uma atengdo consideravel no ramo da
quimica analitica moderna por causa de suas elevadas sensibilidades e seletividades. Estes tipos
de sensores podem ser aplicados com uma taxa de sucesso elevada em diversas areas, tais como
diagndsticos clinicos, controlos ambientais, analises de alimentos etc... O principal
componente destes sensores € o elemento de reconhecimento molecular ou biologico, também

designados recetores, que reconhecem um alvo especifico [38].
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Os sensores quimicos modernos sao dispositivos eletrénicos que geram sinais tanto
analogicos como digitais que transportam a informacéao dos analitos detetados. Séo dispositivos
constituidos por dois componentes principais: o recetor e o transdutor. O recetor, aquando da
interagdo com o analito alvo, pode alterar uma ou mais propriedades que o transdutor pode
transformar em um sinal elétrico [39].

O reconhecimento molecular é uma forma de detecdo fundamental nos processos
bioldgicos e por isso tem sido alvo de diversos estudos, em que se pretendeu imitar 0 processo
natural de respostas imunologicas, as de antigénio-anticorpo [39, 40].

Um polimero molecularmente impresso (MIP) é um polimero que descreve de forma
mimica o processo natural imunolégico, que opera com base no mecanismo “fechadura -
chave”. Nos sensores, este mecanismo serve para ligar de forma seletiva e uma molécula na
superficie.

2.5.1 Sensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos tém tido uma elevada importancia nos ultimos anos, assim
como a fabricacdo de sensores analiticos usados para investigagdes na qualidade de alimentos,
agua, compostos farmacéuticos entre outros [41,42]. A forte ligacdo entre quimica e engenharia
permitiu a construcao de micro e nano elétrodos.

Existem varios métodos eletroquimicos, entre os quais:

e Eletrogravimetria

Consiste em efetuar medi¢des de impedancia eletroquimica com uma microbalanca de cristal

quartzo de resposta rapida usada em modo AC (corrente alternada). Esta técnica permite uma
resposta de corrente, através da funcdo de transferéncia elétrica e em massa pela funcéo de
transferéncia de massa, resultando assim numa perturbacdo potencial sinusoidal com pequena
amplitude [43].

e Coulometria

E uma técnica aplicada na quantificacgdo molar de componentes puros ou solucdes
consideradas como primarias. Esta técnica € muito usada para determinar a pureza dos

materiais de referéncia [44].
e Condutimetria

Método que estuda a condutividade elétrica duma solucéo eletrolitica, a conducéo elétrica é
devido a migracgéo de ides apos a aplicacdo de um potencial de corrente alternada.
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e Potenciometria

Baseia-se na mediacdo de diferencas de potencial entre dois elétrodos mergulhados em

solugdes em condicGes de corrente (quase) nula [36, 45].
e Voltametria

Técnica eletroquimica na qual a corrente € medida em funcéo da diferenca de potencial aplicada
a um elétrodo. O potencial tem de ser variado de uma maneira sistematica, resultando no
voltamograma, o grafico da corrente em funcéo da diferenca de potencial. Esta técnica é mais
direcionada para fins analiticos para a analise de espécies quimicas que sejam eletroativas, isto

é, podem ser oxidadas ou reduzidas.

2.5.2 Voltametria

Nesta técnica o potencial do elétrodo é o parametro controlado que faz com que as
espécies quimicas sejam oxidadas ou reduzidas. Para isto sao utilizados trés tipos de elétrodos:
0 elétrodo de trabalho, o elétrodo de referéncia e o elétrodo auxiliar. Estes trés elétrodos estdo
ligados a um potencidstato que controla a diferenca de potencial aplicada e mede a corrente
resultante [46, 47].

Na voltametria esta corrente é proporcional a concentracdo. A corrente pode ser
intitulada de corrente catddica (redugdo) com sinal positivo ou anddica (oxidacdo) com sinal
negativo. Existem assim, alguns tipos de voltametria que devem ser destacados, tais como:
voltametria ciclica, Voltametria de Impulso Diferencial, Voltametria de Varrimento linear,
Voltametria de Onda Quadrada, entre outras.

e Voltametria Ciclica (CV)

A voltametria ciclica (CV — Cyclic Voltammetry) é uma técnica que € bastante usada e
tem uma elevada importancia em estudos preliminares porque permite avaliar, entre outros, o
comportamento eletroquimico das substancias a analisar. Esta técnica destaca-se pela sua
simplicidade, sensibilidade, rapidez e custo baixo o que origina assim, uma vasta aplicabilidade.
A CV fornece rapidas informacdes sobre processos redox, como a reversibilidade, a cinética
de reacOes de transferéncia eletronica, rea¢es quimicas acopladas ou processos de adsorcao
[36].

A CV desempenha um papel bastante extenso na area de eletroquimica com pode ser

observado na Tabela 2, em que se demonstra em que areas da quimica é aplicada [49].



Areas da quimica Aplicac0es tipicas

Quimica analitica Preparacao e sintese
Analise
Mecanismo
Quimica inorganica InteracOes e reacbes metalicas

Caracterizacdo de estruturas

Analise

Quimica organica Sintese

Analise

Caracterizagéo

Mecanismo

Quimica fisica Estudos termodinamicos

Estudos cinéticos

Equac0es tebricas

Superficie e adsor¢édo

Analise

Mecanismo

Bioguimica (e Biologia) Processos metabolicos

Monotorizagdo continua

Analises in vivo e in vitro

Enzimas cinéticas

Biosensors

Tabela 2- Areas de interesse da quimica onde é aplicada a CV. [49]




20

Na CV o potencial varia linearmente entre E1 (potencial inicial) e E2 a uma velocidade
v (V/s). Quando se atinge E2 a direcdo do varrimento € invertida e retorna ao E1 (podem-se
utilizar varios ciclos) (Figura 6). O resultado é um voltamograma em que 0s pontos mais

importantes sdo os picos de corrente anddicos e catddicos assim como 0s seus potenciais.

= Cycle 1 —l

=
=
£

Potential

5
‘Initial

Time

Figura 6- Representagdo da aplicacdo do potencial em voltametria ciclica [57]

e Voltametria de Varrimento linear (LSV)

Na voltametria de varrimento linear (LSV — Linear Sweep Voltammetry) sdo obtidos
voltamogramas que tém a mesma forma de constituicdo que um voltamograma de CV, porém
o varrimento do potencial é realizado num Gnico sentido. Pelo grafico da Figura 7 pode ser
mostrada a aplicacdo do potencial. E uma técnica que, para qualquer que seja a espécie, desde

que seja, eventualmente, oxidada ou reduzida na sua faixa do potencial varrido, apresentard um
pico de corrente [50].

Potential, E [V]

Time, t [s]

Figura 7- Representag&o da aplicagdo do potencial em voltametria de varrimento linear
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e Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (SWV — Square-Wave Voltammetry), o potencial é
aplicado no elétrodo de trabalho através da sobreposi¢do de uma sequéncia de impulsos num
sinal varrimento em escada. O esquema apresentado na Figura 8, representa a maneira como é
aplicado o potencial e medida a corrente na voltametria de onda quadrada. No setor A, é
esquematizado um “tempo morto”, isto é, ndo se mede a corrente. NO setor e C mede-se a

corrente.

1A zla/z
>
E
w
lc .
t/ims

Figura 8-Representacédo da aplicacdo do potencial e medicdo da corrente em voltametria de onda quadrada

Uma vantagem desta técnica, esta relacionada com o facto de ser pulsada que permite
minimizar a contribui¢cdo da corrente ndo — faradaica na corrente medida, ao contrério da
técnica CV [36].

2.6 Eletrodos serigrafados (SPE)

Na voltametria sdo frequentemente utilizados elétrodos serigrafados (SPE — Screen-
Printed Electrodes). Os materiais comerciais mais comuns de que sao feitos os elétrodos do
SPE sdo de carbono, ouro, platina e prata. Contudo tem existido uma grande procura pelo
desenvolvimento de elétrodos modificados com diversos (nano)materiais como nanotubos de
carbono, grafeno, nanoparticulas de ouro e pontos quanticos (quantum dots) [51]. As principais
empresas que comercializam SPEs, sdo: Gamry Instruments na América ou Metrohm
DropSens na Europa. Destes Gltimos foram adquiridos os SPEs que foram usados neste
trabalho. Um exemplo de um SPE de carbono (SPCE — Screen-Printed Carbon Electrode) esta

apresentado na Figura 9.
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Os SPE sdo construidos de forma a que possam ser utilizados em varios
métodos/técnicas, tais como: CV, DPV, SWV, CA (cronoamperometria) e CP
(cronopotenciometria). Assim sendo estes estdo considerados com boas bases para fazer

analises em areas distintas desde a parte alimentar até a parte médica (antigénios, enzimas, iGes

COUNTER

WORKING
ELECTRODE

ELECTRODE

CE CONNECTION

REFERENCE
ELECTRODE

WE CONNECTION RE CONNECTION

Figura 9-Esquema de SPCE [58]

metéalicos pesados).

Além dos elétrodos de carbono, elétrodos de ouro também sdo amplamente utilizados para a
detecdo eletroquimica de substancias fio [52]. Em relagdo ao carbono o ouro apresenta uma
capacitancia mais baixa e pode ser produzido num Gnico plano ou em cristal, sendo compativel
com as tecnologias de micro-fabricacdo [53]. Os SPE de ouro ou Au-SPE (Figura 10), tém sido
aplicados em &reas como a amperometria de aminotidis em analise de injecdo de fluxo e na
cromatografia liquida. Estes sdo usados para a dete¢do de metais pesados, farmacéutica e mais

aplicacBes sdo em biossensores como enzimaticos, imunoldgicos ou genosensores [52].

Os SPE sdo ideais para trabalhar com microvolumes e adequados para ensaios

descentralizados para o desenvolvimento de (bio)sensores ou apenas sensores.
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Elétrodo auxiliar

Elétrodo de referéncia

Elétrodo de trabalho

Figura 10-Esquema Au-SPE. Retirado de [58]

2.6.1 Polimeros molecularmente impressos (MIPS)

Os polimeros molecularmente impressos (MIP — Molecularly Imprinted Polymers) séo
materiais com capacidade de se ligar a moléculas alvo de forma especifica, previamente
selecionados para o fim. A explicacdo basica do reconhecimento molecular assenta na
capacidade que a molécula alvo apresenta para se complementar a outra.

Os MIPs consistem em matrizes macromoleculares sintéticas desenvolvidas através de
métodos de modelagem molecular, apresentado uma capacidade seletiva de se ligar a moléculas
importantes do ponto de vista bioldgico.

Estes materiais sdo obtidos através da polimerizacdo e monémeros funcionais ligados
em torno de uma molécula modelo, produzindo-se um polimero de estrutura tridimensional
[54].

A sintese de um MIP é um procedimento simples e barato. O MIP é preparado através
de uma mistura de uma molécula modelo (o analito) com mondmeros funcionais, agentes de
cross-linking e um iniciador de num solvente apropriado. Normalmente utilizam-se um
solvente aprotico e ndo polar. Apos a polimerizacdo extraem-se das moléculas modelo para
criar cavidades especificas na rede do polimero [48,55].

E necessario ter em conta o tipo de mondmero que se escolhe devido a sua capacidade
de interacdo com os grupos funcionais da molécula modelo.

Apesar de ser uma técnica largamente usada para a preparacao de sistemas de separagdo

de sensores de moléculas pequenas, o desenho de MIPs seletivos para moléculas com elevado
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peso molecular como as proteinas apresenta muitos desafios e dificuldades. O tamanho
molecular, complexidade flexibilidade conformacional e solubilidade sdo caracteristicas que
se devem considerar como questdes-chave.
e Tamanho molecular
O elevado tamanho molecular das proteinas constitui o primeiro desafio na preparacao
de MIP porque por um lado, aquando da polimerizacdo, poderem ficar demasiado “presas” na
matriz polimérica, dificultando a sua remocdao para a formacéo das cavidades especificas. Por
outro lado, apresentam maior dificuldade de difusdo pelos poros do polimero aquando da
incubacéo, reconhecimento da mesma pelo MIP, dificultando a seletividade.
e Complexidade
As proteinas sdo compostos bastante complexos e apresentam inumeros locais de
ligacdo e de reconhecimento molecular. Estas possuem locais diferentes com propriedades
tanto fisicas e/ou quimicas diversas que por sua vez podem gerar situacGes bastante
probleméticas para o reconhecimento e de reatividade cruzada. Os MIPs apresentam boas
caracteristicas seletivas quando os nimeros de locais sejam relativamente pequenos, mas com
interacdes fortissimas. Isto dificulta a escolha do mondmero funcional e a seletividade.
e Flexibilidade Conformacional
Normalmente as condi¢bes ndo fisiologicas podem ser um fator condicionante, pelo
facto de as proteinas serem bastante sensiveis a pequenas mudancgas do meio, podendo deste
sofrer desnaturacao ou se aglomerar forcadamente, tentando-se ajustar as novas conformacoes
devido a flexibilidade. Sendo que as condicGes de preparacdo de MIPs envolvam muitas vezes
condicdes muito diferentes das condicdes onde as proteinas existam, isto € um grande desafio.
e Solubilidade
Um ponto crucial para o desenvolvimento de um polimero molecularmente impresso é
a escolha do seu solvente. Habitualmente a escolha é quase sempre para solventes apolares,
porém as proteinas ndo funcionam muito bem neste tipo, podem resultar numa fraca
estabilidade e limita a utilizag&o proteica, preferindo meios aquosos. Assim sendo, a maioria
dos mondmeros é reduzida, ja que a grande parte é insolGvel ou parcialmente soltvel em agua
[56].
Uma das técnicas mais usadas para ultrapassar estes problemas é a polimerizagdo em
superficie (surface imprinting), usando por exemplo monomeros que a polimerizacdo em
solucdo aquosa como é o caso dos eletropolimeros. Deste modo a eletropolimeriza¢do em

elétrodos € uma técnica promissora e eficaz no desenho de MIPs seletivos para proteinas.
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2.6.2 Pirrol e MIPs

Como referido anteriormente MIPs sdo preparados por copolimerizacdo de monomeros
funcionais e de reticulacdo na presenca de um molde solvente porogénico adequado e
mondmeros eletroativos que se podem polimerizar para a obtencdo de polimeros condutores
e/ou ndo condutores, sendo o maior grupo de polimeros eletronicamente condutores, ou entédo
chamados ECPS [57,59].

Polimeros como poliacetileno, polipirrol, polianilina sdo exemplos da extensa
variedade de polimeros condutores, sendo o0 oposto, ou seja, polimeros ndo condutores 0s
exemplos do polifenol e polifenilenodiamina. Polipirrol (Figura 11) é um dos polimeros
preparados por eletropolimerizacdo mais amplamente e usado em sensores analiticos [60],

devido a sua facil preparacéo e caracteristicas eletroquimicas.

L3 L0 {U\(

Figura 11-Estrutura do Pirrol, retirado de [57]

3 Materiais e Métodos

Neste capitulo da dissertacdo irdo ser apresentados os materiais e 0s procedimentos
experimentais que se foram realizando ao longo do trabalho de investigacédo, enunciando-se 0s
reagentes, as solugdes e equipamentos para a elabora¢do do mesmo.

3.1 Reagentes

Os reagentes usados no desenvolvimento do trabalho experimental, foram usados como
recebidos, sem qualquer tipo de alteracdo e sem purificacdo nem tratamento adicional.

Hexacianoferrato (11) de potassio (Sigma-Aldrich, puriss.p.a.), hexacianoferrato (111) de
potassio (Sigma-Aldrich, puriss.p.a), fosfato de potassio monobasico (Riedel-de Haén, puriss)
hidrogenofosfato de di-potassio (Riedel-de Haén, puriss), acido sulfurico (Panreac 96% PA-
ISOL), cloreto de potéssio (VWR chemicals, 99,8%), acido acético glacial (VWR), dodecilo
sulfato de sédio (SDS, Panreac), pirrol (Sigma Aldrich, 98%), Ara h 1 padrédo (20000 ng/mL,
INDOOR Biotechnologies) naturalmente putrificada, fornecida na forma liquida preparada em
1% BSA/30% glycerol/PBS, pH 7,4.
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3.2 Solucdes

Para a elaboracdo das medicOes eletroquimicas foram preparadas solucBes tampéo
fosfato 0.1 M, pH 7.

Prepararam-se diariamente soluges de [Fe(CN)s]*’* 1mM em KCI 0.1M.

A solucéo padrdo de Ara h 1 foi mantida no congelador. A partir desta solugdo foram
preparadas, por diluicdo, solucBes com diferentes concentracfes, em solucdo tampdo fosfato
0.1M, pH 7, que foram mantidas no frigorifico a 4°C durante a elaboragao do trabalho.

As solugdes de pirrol foram preparadas aquando da execugdo das polimerizagGes em
tampdo fosfato 0.1M, pH 7, as quais se foram adicionando diferentes concentrac6es de Ara h
1 para a sintese dos polimeros molecularmente impressos.

Para a extraco da Ara h 1, foi usado uma solucéo aquosa de 1% SDS/ 1% Acido acético.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua purificada (resistividade = 18.2
MQ.cm) obtidas a partir de um sistema de purificacdo de agua Milipore (Simplicity 185).

3.3 Equipamento

Todas as medicOes efetuadas foram efetuadas com um potencidstato/galvanostato da
marca Metrohm Autolab (PSTAT101).

Recorreu-se ao uso de SPE de ouro (Au-SPE, marca Metrohm DropSens, modelo DRP-
C223BT), assim como o uso de SPE de carbono (SPCE, marca Metrohm DropSens, modelo
DRP-110).

Para a preparacdo de solucbes e para a medicdo de liquidos utilizou-se material
volumétrico de vidro como baldes volumétricos de 10mL e 100mL e gobelés. Também se
recorreu a micropipetas Eppendorf Research plus de 10, 20, 200, 1000 pL.

As pesagens foram realizadas numa balanca analitica (Metller Toledo), com precisao
de 0.00001g.

3.4 Preparacdo do Polimero Molecularmente Impresso

A construcdo do sensor MIP foi realizada por eletropolimerizacdo diretamente da
superficie dos SPCE.

Para isso, 40 pL de solucdo de polimerizagao contendo pirrol e Ara h 1 foram colocados
no elétrodo, efetuando-se assim ao processo de formacdo de um filme polimérico usando
Voltametria Ciclica numa gama de potencial entre 0.0 e +1.0V, durante 20 ciclos com uma
velocidade de varrimento de 100 mV/s.

Apos a polimerizagéo os elétrodos foram lavados com agua ultrapura e posteriormente
secos, de seguida procedeu-se a extracdo da Ara hl usando o solvente de extragdo,

adicionando-se durante duas horas aliquotas de 10 pL.
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O mesmo procedimento foi efetuado para a preparacdo de polimeros ndo impressos
(NIP), porém néo foi adicionada Ara hl na solucéo de polimerizagéo.

3.5 Medicdes Eletroquimicas

No estudo do comportamento eletroquimico da Ara hl na superficie dos elétrodos
SPCE realizaram-se estudos CV de uma solucdo de Ara h 1 20 ug/mL em tampéo fosfato 0.1M,
pH 7, entre -0.2 e +1.2V.

As interagdes entre a Ara h 1, o NIP e o MIP foram avaliadas indiretamente através do
recurso da medic&o do sinal eletroquimico de uma solug&o de [Fe(CN)s]** 1mM em KCI 0,1M.
Com o uso desta solucéo realizou-se a medicao do sinal de oxidacao por DPV de -0.2 a +0.6V.
Apds a medicdo, os elétrodos foram lavados com &gua ultrapura e secos. Sucedeu-se a
colocacdo de 10 ulL de solucdes de Ara h 1 com varias concentragdes durante 15 min. Ao fim
de cada 15 min usou-se agua ultrapura para limpar os NIP e MIP e apds secagem, foram
medidas novamente os sinais por DPV nas condi¢Ges mencionados anteriormente

Os MIP e NIP foram caracterizados por CV (utilizando uma solucéo de [Fe(CN)s]*"*
1mM em KCI 0,1M) tanto ap6s a sua construgcdo como durante a otimizacdo das condi¢des

experimentais.
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4 Resultados e Discussao

Neste capitulo da dissertagdo serdo relatados todos os resultados obtidos das
experiéncias realizadas, procedendo-se a discussdo desses mesmos.

4.1 Caracterizacado do comportamento eletroquimico da Ara hl

Inicialmente, estudou-se o comportamento eletroquimico da proteina Ara h 1, para
verificar se eram observados picos de oxidacdo e/ou reducdo, de modo a que se pudesse
determinar se esta seria ou nao eletroativa.

Como o objetivo final deste projeto foi o desenvolvimento de um sensor para testes
rapidos, simplificados, de facil utilizacdo e que pudessem ser, descartaveis, optou-se por se
recorrer ao uso de SPCEs. O seu tamanho reduzido, permite que os volumes de amostra sejam
baixos (cerca de 30 a 40 pL). Para além da ultima vantagem referida, também é importante
referir que estes elétrodos tem uma integracdo bastante facil em dispositivos eletrénicos
portateis, assim sdo considerados dispositivos bastantes favoraveis para desenvolvimento de
testes rapidos.

4.1.1 Estudo por Voltametria Ciclica

O comportamento eletroquimico de uma solugdo de Ara h 1 20 ug/mL em tampéo
fosfato 0,AM pH 7, foi estudado por voltametria ciclica. Os resultados obtidos estdo
representados Figura 12.
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Figura 12-Voltamogramas ciclicos relativos ao estudo do comportamento eletroquimico da Arah 1
20 pg/mL em tampao fosfato 0,1M pH 7 usando SPCE. Velocidade de varrimento de 100 mV/s

Como se pode verificar existe uma diferenga muito ligeira entre do sinal branco (tampéo
fosfato 0,1M pH 7) e o sinal de solucéo contendo a proteina na gama de potenciais de -0,5 a
+1,5V. Nesta gama é possivel observar um aparente pico de oxidacdo a volta de +1,0 V.
Nenhum pico de reducdo foi observado. Contudo, sendo o pico de oxidacdo de intensidade
reduzida para uma concentracdo elevada de Ara h 1, a utilizacdo deste pico para possivel
quantificacdo analitica torna-se muito dificil. Deste modo, na abordagem para preparacédo de

um sensor MIP optou-se pela detecdo indireta, usando um mediador redox.

4.2 Desenvolvimento de um sensor seletivo para Arah 1

O elemento crucial de qualquer tipo de sensor é o seu elemento de reconhecimento, que
ird permitir evidenciar se existe um reconhecimento do analito em questdo, de maneira a este
poder a vir ser analisado. Neste projeto recorreu-se a tecnologia de impressdo molecular de

forma a preparar um sensor especifico para Ara h 1.
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Surface imprinting, a técnica usada para a realizacdo da eletropolimerizacdo, é uma
técnica que tem vindo a demonstrar bons resultados em impressdo de proteinas. A impressao
direta na superficie de elétrodos possibilita controlar a espessura e a morfologia do polimero
através de ajustes das condicGes eletroquimicas. O controlo da espessura € relativamente
importante pelo facto de que quando se “imprime” uma proteina, ser necessario assegurar que
esta ndo fique impressa de forma irreversivel, podendo originar grandes dificuldades na sua
extracdo. Ou seja, se a camada de polimero for muito fina pode néo se obter um MIP eficiente,
mas se for muito espessa pode ser dificil remover a proteina e de se formar as cavidades
especificas. Outra das vantagens da técnica de surface imprinting esta relacionada com a
comunicacdo direta e impressdo de polimero e superficie do transdutor que se realizam num
unico passo, permitindo deste modo uma maior repetibilidade e simplicidade do processo.

Optou-se ainda por medicgdes indiretas da Ara h 1 usando-se um par redox, tal como
explicado no ponto anterior, devido a baixa resposta voltamétrica direta da Ara h 1. Foram
usados SPCE, pelo facto de este permitir a formacédo de camadas poliméricas com facilidade.
Inicialmente foram selecionados alguns mondmeros que pudessem ser testados. Todavia, apos
0s ensaios iniciais usando pirrol concluiu-se que o uso deste seria 0 mais adequado e eficaz na

criacdo de um MIP paraa Arah 1.
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Figura 13-Esquema de construgdo de um sensor MIP e o seu funcionamento. adaptado de [61]

A construcdo e funcionamento do sensor estdo representados na Figura 13, Através
desta é possivel verificar as etapas do desenvolvimento de um sensor MIP, sendo relatadas da
seguinte maneira:

1. Consiste na preparacao da solucdo de polimerizacéo;

2. Nesta etapa procede-se a eletropolimerizacdo do polimero a volta da proteina
previamente adsorvida;

3. Extragdo da proteina, ciando-se um filme polimérico com ‘“cavidades”
especificas.

E de notar que a medig&o néo foi realizada diretamente, mas de forma indireta usando-
se assim para a analise voltamétrica uma solugdo de [Fe(CN)s]*’* 1 mM em KCI 0,1M, para o
estudo da oxidacao-reducdo a superficie de cada elétrodo. Assim foi realizavel a medigéo das
diferencas entre os sinais de pré e pos ligacdo da proteina indiretamente. O modo de

funcionamento do sensor envolve as seguintes restantes etapas:
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4. 12 medicao do sinal eletroquimicos com “cavidades livres” usando [Fe(CN)s]*
/4-.

5. Incubacdo de Ara h 1 por determinado tempo;
6. A medigdo do sinal eletroquimico com os “cavidades” parcialmente ocupados
usando novamente a solucéo [Fe(CN)s]*"+".
4.2.1 Impressao Molecular
A impressdo molecular da proteina Ara h 1 na superficie dos SPCE, foi executada por
eletropolimerizacédo de uma solucdo contendo 5 mM de pirrol e 20 ug/mL de Arah 1 em tampéo
fosfato 0,1M pH 7. Efetuou-se a eletropolimerizacéo por voltametria ciclica em 10 ciclos entre
0,0 V e +1,2 V. Resultando assim na formagdo de uma camada de polipirrol com proteina Ara

h 1 impressa na superficie dos elétrodos, ou seja, um polimero molecularmente impresso.
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Também se realizou o desenvolvimento de um sensor NIP que serviu de
controlo, em que na sua formacéo apenas se usou pirrol em tampdo fosfato.
Tanto no gréafico A e B da Figura 14, € possivel verificar que o tipico processo redox
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Figura 14-Voltamogramas registados durante polimerizacéo por CV. A) Voltamogramas da polimerizacéo de
um NIP; B) Voltamograma da polimerizagdo de um MIP; C) Primeiro ciclo de polimerizagio de um NIP e
um MIP

do polimero pirrol é irreversivel. Também se verifica ao longo do crescente nimero de
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varrimentos que ha uma diminuicdo da intensidade do pico de oxidagdo, demonstrando desta
maneira a formacao de sucessivas camadas de polimero na superficie do elétrodo. Atraves das
andlises dos graficos A e B da Figura 14 ainda é possivel observar que aquando da
polimerizacdo sem proteina, NIP, entre 0 1° e 0 2° picos ha um grande diminuicdo que confirma
a formacdo rapida de camadas do polimero na superficie do elétrodo, enquanto que entre o 1°
e 2° picos do grafico B da Figura 14, ndo hd uma descida tdo acentuada, pelo que se pode
afirmar que tal se deve a presenca da proteina durante a eletropolimerizagdo e a sua interacao
com o pirrol.

Ainda na Figura 14, no grafico C, é bem evidente uma diferenca significativa entre o
pico de oxidacdo do pirrol no 1° ciclo de polimerizacdo para o NIP quando comparado com o
MIP, no caso do MIP a intensidade é significativamente inferior. Mais uma vez este resultado
sugere uma interacéo forte entre pirrol e Arah 1 e, portanto, uma maior dificuldade de oxidagéo
do pirrol.

Em suma, os resultados da polimerizacdo com polimero pirrol e proteina Ara h 1 (MIP)
demonstram uma boa capacidade de interacdo, sendo um aspeto positivo para a preparagdo do
polimero molecularmente impresso, para que se possa assegurar uma boa seletividade.

Apds a polimerizacao dos filmes obtidos utilizou-se a técnica DPV, usando-se a solucao
de [Fe(CN)s]*™* 1mM em KCI 0,1M. De seguida iniciou-se 0 processo de extragdo com 0

recuso da solucdo de 1% SDS, durante 2h, e passado este intervalo de tempo efetuou-se a leitura
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do sinal por DPV, voltando a usar-se solucdo de [Fe(CN)s]*'*. Os resultados tanto apés a

polimerizagdo como apos a extracdo estdo representados na Figura 15.
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Figura 15-Voltamogramas DPV do NIP e MIP, ap6s a polimerizacao e apds a extracao.

Tal como se pode verificar ha um blogueio da corrente tanto no NIP como no MIP logo
apos a polimerizacdo. Isto demonstra a formacéo de filme polimérico na superficie de ambos
os elétrodos de carbono. Verifica-se ainda que no caso do MIP o bloqueio é total, ndo se
observando pico do par redox, enquanto que no NIP embora com a corrente bloqueada existe
um ligeiro pico. Estas diferencas podem ser associadas a presenca da Ara h 1, contribuindo
para um bloqueio maior. Os resultados permitem ainda observar diferencas entre NIP e MIP
apos a extragdo. Em ambos os casos, é possivel verificar um pico, contudo no caso do MIP este
é visivelmente maior. Por um lado, h4 um ligeiro aumento do NIP, provavelmente devido a
alteracbes que 0 solvente de extragdo possa provocar. Por outro lado, esse aumento é

significativamente maior no caso do MIP, indicando que para alem dos efeitos do solvente no
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polimero, a proteina possa ter sido removida e assim se formada as cavidades livres que
permitem um maior acesso ao par redox e por consequéncia maior intensidade do sinal.

4.2.2 Otimizacgao das Condicdes de Polimerizacéo

O objetivo final da preparacao de MIPs por eletropolimerizacao é otimiza-los de modo,
sejam o mais eficientes possivel providenciando uma resposta rapida e eficaz.

Desta forma foram estudadas varias condi¢cdes de polimerizacéo, mais concretamente a
concentracdo de pirrol, a concentracdo de Ara h 1, o nimero de ciclos de polimerizagdo, o
tempo de extracédo e o tempo de incubacdo. Os resultados indicados correspondem diferenca
das intensidades do pico ap0s a extragdo com o pico apds a incubacdo com Ara h 1, sendo
definido como Ai, usando medicdes por DPV de uma solugdo de 1 mM [Fe(CN)s]*’* em KCI
0,1M.

4.2.2.1 Concentragéo de Pirrol (Py)

Foram testadas diferentes concentracdes do pirrol na solucdo de polimerizacéo, 0.5, 1,
5,10, 20 mM.
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Figura 16-Varia¢do do Ai em funcdo da concentragdo de pirrol em NIP e MIP

Na Figura 16, esta representada a influencia de pirrol, tanto para o NIP como para o
MIP, nos resultados da analise.
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Para o caso do MIP consegue-se observar que entre as concentracfes de 0.5 e 5 mM de
pirrol ha uma subida acentuada do Ai, sucedendo de uma descida entre 5 e 10 mM e uma
estabilizacdo entre 10 e 20 mM.

Relativamente ao NIP, ha uma subida inicial do Ai entre as concentraces de 0.5 e 1
mM de pirrol, porém ha uma descida gradual entre 1 e 10 mM e uma estabilizacdo apos este
ultimo concentrado até aos 20 mM.

Analisando a Figura 16, verifica-se que para a concentragéo de pirrol mais baixa, o NIP,
resulta numa Ai superior do MIP. A concentracdo do monémero que fornece uma melhor Ai, e
uma maior diferenca entre MIP e NIP é a concentracdo de 5 mM.

4.2.2.2 Concentracdo de Arah 1

Relativamente a concentracdo 6tima de Ara h 1, foram testadas vérias concentragdes:
2, 20, 200, 2000 e 20000 pug/mL. Na Figura 17, esta apresentado um gréafico de barras relativos

a otimizacdo da concentracdo da Ara h 1.
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Figura 17- Variacdo do Ai em funcdo da concenrracao de Ara h 1 para o MIP
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Observando a Figura 17, consegue-se concluir que a melhor concentracdo de proteina
é a de 20 pg/mL. Aparentemente concentracdes mais baixas de Ara h 1 durante a preparacao
do MIP, permitem uma boa resposta analitica que, no entanto, é ligeiramente inferior quando
se utiliza uma concentragdo de 20pg/mL. Como existe um ligeiro aumento entre 2 a 20 ng/mL
ndo se testaram concentracdes mais baixas do que 2 pug/mL.

Para concentracdes de Ara h 1 mais altas, quantidades elevadas de proteina podem ter
sido impressas no polimero, que posteriormente tornem a sua extracao dificil ou incompleta,
levando a uma menor resposta analitica. Outra explicacdo pode estar relacionada com o facto
de muita proteina na polimerizacéo levar a formacao de demasiadas cavidades muito proximas
que possam diminuir a qualidade de interacdo e de ligacdo a proteina. E sabido que o
“espagamento” entre as cavidades especificas formadas num MIP ¢ dos fatores mais
importantes na sua capacidade de resposta.

4.2.2.3 Numero de Ciclos

Em eletropolimerizacdo os nimeros de ciclos de varrimento de potencial utilizados na
CV vao controlar a espessura do filme polimérico. Assim sendo, foram testados diferentes

ciclos: 5, 10, 15, 20 e 30. Os resultados deste estudo estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18-Variagdo do Ai em fungéo do nimero de ciclos, NIP (as barras verdes) o MIP (barras azuis)
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Atraveés da anélise da Figura 18 observa-se que a Ai do NIP aumentou de 5 a 15 ciclos
e desceu no numero de ciclos 20 e 30. No caso MIP, os melhores valores sdo encontrados para
numero de ciclos mais baixos, 5 e 10, sendo que depois existe uma grande diminui¢do. A maior
diferenca entre MIP e NIP, assim como a maior resposta do MIP foi registada para os 1° ciclos
de polimerizagéo. Por este motivo, foram escolhidos 10 ciclos de polimerizagdo para as etapas
de otimizag&o.

O facto de a resposta ser muito menor para um namero de ciclos maiores pode estar
relacionado com dois fatores. Por um lado, quanto maior a espessura, maior sera o bloqueio da
corrente que se observa devido a formagdo de camadas menos condutoras, sendo evidente para
a resposta do NIP, por outro lado, maior espessura do polimero pode levar a que a proteina
fique mais “presa” e com maiores dificuldades de ser removida, que por sua vez, a sua resposta

analitica sera menor.
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4.2.2.4 Solventes de extracéo
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Figura 19-Voltamogramas DPV de solventes de extracdo, apos extracdo

Foram testados diferentes tipos de solventes de extracdo, de forma a tornar a extracao
do analito do MIP mais eficiente. Foram testados 10ul dos 5 tipos de solventes: agua, solucdo
tamp&o 0.1 M de pH7, HCI, Metanol/HCI e 1% SDS/1% Acido acético. Os voltamogramas
obtidos apos a extracdo com os solventes referidos estdo representados na Figura 19.

A medicdo do sinal foi realizada pela a técnica de DPV com a solucdo de 1 mM
[Fe(CN)s]*"* em KCI 0.1M. E evidente pelos resultados obtidos que a 4gua ultrapura, o tamp&o
fosfato (PBS) e a solugdo de HCI ndo extrairam a Ara h 1 dos filmes poliméricos, pois
praticamente ndo foi possivel observar o pico do par redox, pelo que se pode concluir que a
proteina continua no filme polimérico bloqueando o sinal. Quando se usa Metanol/HCI é
possivel verificar um pico de oxidacdo, pelo que esta solu¢cdo mostrou capacidade para a

remog&o da proteina. O mesmo acontece quando se usa 1% SDS/1% Acido acético, mas neste
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caso 0 pico apresenta uma intensidade muito superior, pelo que este solvente se mostrou mais
eficaz. Deste modo esta foi a solucao utilizada para se efetuar as extracdes necessarias.

4.2.2.5 Tempo de Extragdo

Além dos solventes de extragdo, outro parametro importante é o tempo de extracéo.
Assim os tempos de extracdo foram estudados, utilizando-se tempos de 15 min, 30min, 1h, 2h
e 4h. O melhor resultado foi obtido para um tempo de extracdo de 2h. Este foi utilizado para
todas as extragdes seguintes.

4.2.2.6 Tempos de Incubagéo

O tempo de incubacdo € outro parametro que também deve ser estudado, para se
verificar qual o periodo de tempo mais curto a que a proteina consegue ser incubada, mas de
forma eficiente. Verificou-se que um tempo de incubagéo de 15 min foi suficiente para obter
uma resposta analitica.

4.2.3 Caracterizacao do Sensor

A caracterizacdo da superficie do SPCE ap6s as modificacbes para a formacdo do
sensor foi realizada através de medi¢des CV utilizando sempre uma solucdo de 1mM de
[Fe(CN)s]*"* em tampéo fosfato. A Figura 20 foi elaborada pela medicdo em cada etapa da

construcao e funcionamento do sensor.
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Figura 20-Caracterizacdo de cada etapa da construcdo dos sensores NIP e MIP

Inicialmente ha dois picos de redox bem visiveis no grafico da Figura 20, estes
correspondem ao elétrodo ndo modificado, ou seja, correspondem ao elétrodo que nédo foi
exposto, nem a uma solucdo de mondémeros, nem a uma solucdo com proteina. Apos a
polimerizacdo, tanto no NIP como no MIP, hd um desaparecimento dos picos, indicando um
bloqueio por parte do polimero da superficie dos sensores ndo permitindo a realizacdo de
transferéncia eletronica. Ap0s a extracdo, os picos redox voltam a aparecer, tanto para o0 MIP
como para o NIP mas com maior aumento no primeiro. Posteriormente a extracao existem tanto
modificacbes no polimero que afetam as suas caracteristicas como a porosidade, facilitando a
difusdo da solugdo de ferro até a superficie do elétrodo de forma a possibilitar a reacdo redox
pelo que se verificam picos para o NIP, como também a remocéo da proteina no caso do MIP,
0 que torna os seus picos maiores devido a formacéo de cavidades. Um dado importante a ser
verificado é que mesmo os picos redox para 0 MIP apresentam intensidades muito diferentes e
mais baixas que no caso do elétrodo ndo modificado. Este dado é relevante para se perceber
que o polimero ndo é removido do elétrodo com a extracéo, pois se fosse observar-se-ia um

comportamento apds extracdo muito proximo do elétrodo ndo modificado. Por fim, apds a
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incubacdo do MIP com Ara h 1 é possivel verificar uma nova diminuicao da intensidade de
corrente dos picos devido ao maior bloqueio e preenchimento de cavidades. Isto mostra a
capacidade de ligacdo da Ara h 1 ao MIP.

4.2.4 Reta de calibragdo

A fim de estabelecer a reta de calibracdo para a analise de Ara h 1 forma utilizadas
solugcdes com diferentes concentracdes de proteina, compreendidas entre 0 e 200 ng/mL. O
estudo foi realizado depois das incubagOes de solugcdes com concentragdes diferentes terem
sido efetuadas, usando sempre DPV para a medicdo de sinal e usando as condic¢des otimizadas

anteriormente. Os voltamogramas respetivos estdo evidenciados na Figura 21
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Figura 21-Resposta do MIP as diferentes concentragdes de Ara h 1

Pela observacdo da Figura 21, é notdria a reducdo da intensidade de corrente do pico
com o aumento gradual da concentragédo de cada solugdo de Ara h 1, mostrando que o sensor

MIP responde de forma eficiente ao aumento das concentragdes.
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Estes dados foram usados para a construcao da curva de calibracdo (Figura 22).
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Figura 22-Curva de calibracéo do sensor MIP

Na Figura 22, estdo representados dois graficos ambos do sensor MIP, porém no gréfico
A, tem-se a gama de concentracdes até 200 ng/mL, onde é possivel observar uma saturacéo do
sinal deixando, deste modo, de existir uma relagéo linear entre a concentracéo e o sinal obtido.
Contudo no grafico B sdo os valores que estdo apresentados no grafico A (Figura 22), contudo
sO até a concentragdo de 10 ng/mL que é a zona onde o sinal é linear, ou seja, consoante 0

aumento da concentracgdo de Ara h 1, hd um aumento de intensidade. Para esta zona foi obtido
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um comportamento linear entre Ai a concentracdo, com uma equacdo da reta y =
5,704 x 107 7x — 1,498 X 10™% e um r2 = 0,9947.

Contudo, a curva de calibracdo na zona linear s6 foi realizada com 4 pontos pelo que
novos ensaios deverdo ser realizados para incluir mais concentrages nesta gama. E também

de referir que a gama de concentracGes onde existe resposta linear é estreita.

5 Conclusdes e Trabalhos Futuros

As alergias alimentares continuam a ser um tema de grande debate e preocupacéo
apesar dos avancos que se tém vindo a desenvolver e, atraves da revisao bibliogréafica, verifica-
se que hd um aumento cada vez mais crescente de preocupacdo de pessoas gque apresentem
sensibilidade a alergénios. Este aumento, ja sendo preocupante, tornou-se um gatilho para o
investimento na investigacdo e terapias no grande tema das alergias. Inclusive a investigacéo
de como atua e os efeitos do Ara h 1.

Do mesmo modo, 0s sensores e as suas aplicacdes continuaram a ter um crescimento
exponencial de estudo. Os MIPs, sdo elementos sensoriais que apresentam elevada afinidade a
proteinas e moléculas alvo com uma facilidade de manuseamento, um baixo custo, boa
estabilidade, boa flexibilidade aquando a escolha dos monémeros a ser usados No Mesmo e um
leque de técnicas de polimerizacdo que se podem usar. Este conjunto de posicdes favoraveis,
torna assim os MIPs um alvo de estudo e uma enorme capacidade de serem usados em tempo
real em pacientes ou em outros elementos, como o caso de alimentos.

Neste trabalho, um elétrodo de carbono SPE foi modificado como um MIP (polipirrol)
para a detecdo e quantificacdo de uma proteina alergénica, a Ara h 1. A preparacdo do MIP for
realizada com sucesso por eletropolimerizacdo. Varios parametros da polimerizagdo foram
estudados e otimizados.

A concentracéo de proteina na solucdo de polimerizacéo foi alvo de estudo, verificando-
se para concentracGes mais baixas de 2 e 20 pg/mL, evidenciava-se melhores resultados.

De seguida estudou-se também o numero de ciclos de polimerizagdo tendo-se

verificado que a melhor resposta analitica foi obtida para 10 ciclos.
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Foram ainda realizados estudos de otimizacdo das condicGes de extracdo da Ara h 1
apos polimerizacdo, tendo-se concluido que a melhor resposta se obteve apds 2h de extracdo
usando uma solucéo de 1%SDS com 1% de &cido aceético.

Realizou-se uma caracterizacdo por CV das modifica¢fes do elétrodo passo a passo,
comprovando-se a modificacdo do elétrodo com o MIP e a eficacia da resposta na presenca de
Arah 1.

Por fim foi estudada a resposta analitica, aplicando-se a técnica de DPV, numa gama
entre 2 e 200 ng/mL, ap0s este valor, hd uma estabilizacdo na intensidade dos picos de oxidacao
e ndo se verifica aumento da resposta com a concentracao.

O funcionamento deste sensor tera de ser do tipo ensaio Unico e descartavel. Isto porque
apos a realizacdo de sucessivas analises 0s sensores comecavam a perder a sua capacidade e
apresentando diminuicdo da resposta a Ara h 1. Apos cada extracdo as analises acabavam por
ser pouco diferentes dificultando a obtencdo de um sinal constante. Ou seja, apds a preparagdo
do MIP e extracdo, conseguiu-se medir a resposta analitica com eficacia, contudo na tentativa
de regeneracdo do sensor realizando nova extracéo, ndo foi possivel observar nova resposta.

Existiram alguns entraves na execugdo neste projeto, comecando pela interrupgdo do
estudo devido ao novo virus, SARS-CoV-2, que provocou o encerramento das instalacbes do
GRAQ durante dois meses, atrasando a obtencdo dos resultados experimentais. Devido as
limitacOes do tempo, ndo foi possivel a realizacdo de mais ensaios para construir uma curva de
calibragdo com mais pontos na gama linear, assim como a realiza¢éo de ensaios de seletividade
e aplicacdo em amostras reais.

Em conclusao, é importante em trabalhos futuros o estudo de concentracGes diferentes
de proteina para uma melhor curva de calibracdo e a realizacdo da aplicagdo em amostras
alimentares para se avaliar a capacidade de este sensor para poder vir a ter potencial para a

comercializacao.
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